
　黑龙江农业科学 2007 ,(1):86 ～ 89
　Heilong jiang Ag ricultural Sciences

专题综述　

86　　　 　黑龙江农业科学

mRNA 差异显示技术研究进展
*

刘荣梅
1
,李凤兰

1
,王淑菊

2
,胡宝忠

1

(1. 东北农业大学生命科学学院 ,哈尔滨 150030;2.沈阳化工学院 ,沈阳 110142)

摘要:运用 mRNA 差异显示技术可以了解不同细胞或同类细胞在不同发育阶段 、不同生理状态下的

基因表达状况 ,为研究生命活动过程提供重要信息。对差异显示技术的基本原理 、优缺点以及近年来

此方法的改进进行了论述和评价 , 并对其应用前景进行了简单分析。
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Progress in mRNA Differential Display
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Abstract:mRNA Differ ential Display could rea lize g ene display status o f differ ent developing phase and

its phy siological state in diffe rent and the same cells , which could provide impo rtant communication for

studying life activity. This paper discussed basic principle , Merits and Demerits , and technique amel-

ior ation of m RNA Differential Display in recent y ears , then analyzed its applications and pro spects.
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　　真核生物基因组中 ,仅约 10%～ 15%的基因在

细胞中表达 ,而且不同发育阶段 、不同生理状态和不

同类型的细胞中表达的基因也不尽相同 。基因的差

异性表达不仅是细胞形态和功能多样性的根本原

因 ,而且也是各种生理及病变过程的物质基础 ,因此

分离 、鉴定差异表达的基因具有重要的意义。美国

哈佛医学院的两名科学家 Liang P 和 Pardee A D

1992年根据高等生物成熟的 mRNA 都带有 poly

(A)的特性创立了 mRNA 差异显示技术
[ 1]
。Erric

Haay 等 1994年将这种方法正式命名为差异显示反

转录聚合酶链式反应(mRNA Different ial Display

PCR),简称 DDRT - PCR。应用这一技术 ,科研工

作者们在医学 、动物 、植物 、昆虫以及菌类等科研领

域进行了更多的研究和探索。目前差异显示技术已

成为分离差异表达基因的常规技术 ,在基因克隆 、基

因功能研究 、生理代谢机理 、抗性机理等方面取得了

一定的成绩。

1　DDRT - PCR技术的原理
DDRT - PCR技术是在逆转录反应 、PCR反应

和聚丙烯酰胺凝胶电泳这三项技术的基础上发展起

来的 。它利用了大多数真核生物成熟 mRNA 的 3′

端有多聚腺嘌呤序列 ,即 po ly (A)尾巴 , 因此用 3′

端含有 poly (T)的引物锚定于来自两组或多组样

品的 mRNA po ly (A)尾上 ,反转录成 cDNA 。用

不同组合的锚定引物 ,可以将mRNA 反转录形成若

干个亚群的 cDNA 。以这些 cDNA 为模板 ,利用锚

定引物及 5′端随机引物组成的引物对进行扩增 ,理

论上可以获得所有 mRNA 的特异扩增片段 。将扩

增产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳可以有效筛选 、分

离到差异表达的 cDNA 片段 ,对获得表达差异的基

因片段进行回收 、克隆 、鉴定及分析。

2　DDRT - PCR技术优缺点
2. 1　优越性
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mRNA 差异显示技术的优点在于效率高 ,可以

同时比较 、分析多个来源不同的样品;能用于特定时

期表达的基因 ,而不仅仅是某一细胞系所特有的基

因;操作简便 、快速 ,技术上仅仅依靠 RT - PCR和

DNA 测序胶电泳 ,简化了试验操作并使鉴定低丰度

的 mRNA 成为可能;重现性好 ,约 90%～ 95%的条

带都能重现;灵敏性高 ,仅需 0. 2 μg 总 RNA 作为

起始材料 ,可检出低丰度 mRNA;最突出的优点是

不用等到试验结束即判断其是否成功 ,每一步的结

果都可以检验比较。

2. 2　缺陷

DDRT - PCR 技术在实际操作中还存在以下

不足 。(1)所得的 cDNA 差异片段较短 ,很少扩增

到 ORF(openreading f rame)内。由于反转录是靠

近 poly(A)尾巴的 mRNA 序列 ,且受 DNA 测序胶

的限制 ,只能分辨小于 500 bp 左右的 cDNA 片段 ,

大多是位于 mRNA 3′端约300 bp的非翻译区( un-

t ranslated reg ions ,3′U TR),往往不能检测到上游

表达的基因信息 , 对差异片段测序后并不能进行有

效的功能预测与分析 。(2) 应用敏感度高的 PCR

技术对高丰度 mRNA 起到了放大作用 。研究表明 ,

不管用多少个 10 mer 引物 ,标准的差显技术并不能

有效显示细胞中的大量 mRNA [ 2] ,可能会遗漏掉低

转录水平的差异 cDNA 片段 。(3)按照 Liang Peng

设计的引物 ,应该扩增 po ly (A)尾上游的部分编码

区和非编码区基因片段 。但实际上经常会发现 ,扩

增产物的两端都用了随机引物 ,而没有利用 3′端锚

定引物[ 3] 。 cDNA 扩增产物的量不仅取决于 mR-

NA 的丰度 ,而且也取决于引物与其相匹配的程度 。

(4)假阳性率高 ,假阳性比例有时高达 50%～ 75%。

由于某些序列的特异性 ,一些差异表达的转录不能

得到分离[ 4] 。限于聚丙烯酰胺凝胶电泳的分辨力 ,

在变性聚丙烯酰胺凝胶上确定为单一条带的差异片

段 ,有可能是由碱基大小相同 、序列略有不同的 cD-

NA 片段在电泳时发生共迁移而形成 ,其中某些片

段可能来自于差异表达的基因 ,另一些则可能来自

于组成型表达的基因 ,因此直接将这样的差异片段

用作探针进行 Northern 杂交时往往会出现涂布状 ,

从而影响真正差异表达的目的基因的检测。

3　DDRT - PCR技术的发展
基于上述差异显示技术种种不足 ,研究者们对

试验方法进行了探索和改进。我们认为对于不同的

试验材料要建立相应的试验体系。柳淑芳等采用正

交法优化 DDRT - PCR 反应条件 ,充分考虑到模板

浓度 、锚定引物浓度 、随机引物浓度 、dN TPs 浓度 、

镁离子浓度以及 Taq 酶用量等因素在差异显示反

应过程中的交互作用 ,一次 PCR反应确定最佳反应

组合。将筛选出的条件用于 DDRT - PCR ,得到差

显结果假阳性率低 ,重复性和稳定性好 ,而且简化了

反应条件的优选程序[ 5] 。

3. 1　反转录模板

Zimmermann 等1994年用总 RNA作为反转录

的模板 ,其结果与用纯 mRNA作为模板的差异显示

结果相一致
[ 6]
。Hadman等 1995年研究表明以总

RNA为模板会出现大量 5’ 端引物间的扩增产物 ,

以纯mRNA 作为反转录模板可减少背景 ,对以后的

操作有利[ 7] 。但是提纯 mRNA 的操作步骤繁琐 ,回

收率不高且常会引入 olig o(dT)污染而使产物模糊

不清。Sompay rac(1995)主张用细胞质 RNA 代替

总 RNA以消除核 RNA 的污染 ,特别是 hnRNA 的

污染 ,可得到较好的试验结果[ 8] 。

无论使用哪一种模板 ,都需要高纯度的 RNA 。

提取 RNA 的方法很多 ,如 T RIzol法 、CTAB法 、异

硫氰酸胍法等 ,通常都用无 RNA se 活性的 DNA se

去除痕量基因组 DNA 。

3. 2　引物的改进

Liang 等(1992)设计了第 1代引物的 3′端为 12

种锚定引物 T12MN , 5′端为 20 种 10 mer 引物 ,共

有 240种组合 。两年后又设计了第2 代引物改两个

碱基为一个碱基固定的 3′端引物 ,即 T12A 、T12G

和 T12C ,且在引物的 5′端各引入了一个 HindⅢ酶

切位点 ,共 60 种组合 。单碱基引物的应用 ,降低了

所需逆转录反应的次数 ,并可减少应用双碱基引物

进行逆转录时一部分 mRNA 信息的丢失 ,在引物

末端加入 HindIII 酶切位点 ,便于后续克隆 。第 3

代引物于 1996 年设计 ,GenHunter 公司 3′端锚定

引物和 5′端随机引物都带上 Hind Ⅲ酶切位点 ,引

物条数分别减为 3 条和 8 条 ,而碱基数分别增加至

18 个和 13 个 ,这样经计算机同源性分析表明所得

到的 24 个组合同样能覆盖所有 mRNA ,使操作和

后续处理更简便 、快捷 。

从 Khu shbeer 等[ 9] 、Mou 等[ 10] 和 Chapman

等[ 1 1] 的研究结果来看 , 在锚定引物中 , 有 1 个或 2

个 G , 其扩增效率比 C 和 A 高 。

王刚石等
[ 12]
通过选取与逆转录引物序列相同

的带荧光物质标记的双碱基锚定引物 TMR - T7(
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dT12)AP ,极大减小了每一锚定引物产生的第一条

cDNA 链的数量 ,更可降低 DD产物的复杂性 ,使差

示条带在序列胶上易于分辨 ,从而使传统方法中常

见的“重叠带”现象减少。

3. 3　酶的使用

不同的 DNA 聚合酶也可造成 cDNA 扩增类型

的差异。Hang 等认为 Perkin - Klme r 生产的 Am-

pli TaqDNA 聚合酶是进行差异显示最好的 DNA

聚合酶。

3. 4　降低 dNT P 浓度

在反应中 ,如果 dN TP 浓度过高 , 会降低扩增

的特异性 。研究表明 , 将 dNTP 的终浓度降低到 2

μmol /L 在保证产物产量和特异性的前提下 , 能最

大限度提高序列胶的分辨率。

3. 5　选择最适的反转录退火温度

采用较低的反转录温度有利于引物和模板的配

对 ,但是不利于模板二级结构的解开 ,造成合成的

cDNA 第一链偏短。研究者在试验中进行改进 , 先

在 42 ℃反转录 30 min ,再在 48 ℃反转录 30 min ,

采用这种方法有利于解开模板的二级结构 ,合成长

度较长的 cDNA 。

3. 6　PCR 程序参数的改进

PCR 扩增时的退火温度是决定 PCR 扩增特异

性的关键因素之一。最适温度通常为 37℃～ 48℃,

Liang 等 1992 年开始提供的 PCR 参数为 94℃ 30

s 、42℃1 min 、72℃30 s ,共 40个循环 ,最后 72℃延

伸5 min。Marten 等人 1995 年利用长引物 ,开始为

低严谨 ,然后采用高严谨 ,我们称该方法为增强的差

异显示 PCR。1996 年 ,Clontech 公司采用开始 3个

低严谨循环 ,随后的 22 ～ 25个为高严谨的循环。经

这样的改进 ,不仅保持差异带的特征性 ,而且还显著

地增强了重复性和敏感性 ,降低了背景 ,能扩增长而

准确的产物 ,这种方法称为长距离差异显示 PCR。

3. 7　产物展示

差异条带需要在测序胶上显示 ,变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳时常发现多数带成簇出现 ,其原因可能

是同一 cDNA 片段的互补带或 3′末端 A 造成的泳

动速度差异引起的。Bauer 等(1993)初次将非变性

凝胶电泳用在差显技术上 ,依据是大多数双链 DNA

在非变性聚丙烯酰胺凝胶中的迁移速率大略与其大

小的 lo g 对数值成反比 ,但迁移率也受其碱基组成

和序列的影响 ,以致大小完全相同的 DNA 其迁移

率可相差达 10%,此方法降低了显示谱带的复杂

性 ,同时简化了后期进行克隆筛选的工作 。

Lohman 等(1995)建立了银染差异显示方法 ,

核酸银染方法是一种高灵敏度检测核酸变化的方

法 ,其灵敏度可以检测 pg 水平核酸的变化 ,与同位

素放射自显影方法具有相似的灵敏性 。采用银染显

示法不仅快速简便(从 RNA 提取到差异条带回收

仅需 2 ～ 3 d),而且假阳性率很低 。显色温度 4 ～

12 ℃时 ,显示出清晰条带 。

4　降低假阳性
DDRT - PCR 技术假阳性率( flase posi tive)

高是其致命弱点 ,研究者一直在不断进行着优化和

改进。试验中可从以下几个方面入手降低假阳性

率:①避免基因组 DNA 的污染;②严格回收稳定

出现的差异条带 ,再将回收的二次扩增产物与首次

PCR产物进行比较 ,以进一步证实扩增的特异性;

③严格把握试验材料 ,所采用试验材料间的遗传背

景差异越小 ,假阳性越低 ,分离的基因片段与性状间

的相关性越强[ 13] ;④为了排除假阳性的干扰 ,采用

反向 RNA 斑点杂交来验证非常有效 。反向 North-

ern 是 Zhang H 等[ 14] 在 1996 年首次提出的 ,该方

法是将获得的差异片段结合到尼龙膜上 ,分别用对

照和处理材料的 RNA 进行反转录标记 ,制备成探

针 。反向 Nor thern 印迹杂交可以在一次试验中将

全部待测的片段进行检测 ,而 Northe rn印迹杂交很

困难;对于那些短的或无意义的片段反向 Northern

印迹杂交可以一次去除 ,而用 Northe rn印迹杂交方

法一次试验很难区分 ,须经几次重复试验才能判断;

此外 ,反向 Northern 印迹杂交是一种比较节省 、快

速的方法[ 15] 。但是试验中还需注意在挑选差异片

段时 ,应尽量避免那些较短的片段 ,同时必须保证反

转录酶有足够的活力 ,必要时进行重复试验验证 。

5　全长 cDNA 的克隆
由 mRNA 差异显示 PCR 技术获得的 cDNA

片段一般长为 300 ～ 500 bp ,而且大多数都位于 3′

端非翻译区 ,这些序列常不能真正代表差异表达的

基因 ,因而必需克隆全长 cDNA 。 ①传统的 cDNA

文库筛选必需有高质量的 cDNA 文库 ,而且费时 ,

适合于少量基因的研究;②cDNA 末端快速扩增

(RACE)。近几年来 , RACE 的成功应用充分显示

了它是一种快速 、有效地克隆全长 cDNA 的手段 ,

特别是从微量 mRNA 和低丰度转录本中克隆全长

cDNA ;③利用生物信息学 ,使用公共数据库中的资
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料进行 ES T 查找 ,构建重叠群并拼接 ,但是所得结

果需要进一步试验证实 ,如 Northern 杂交或 RT -

PCR ,这样可以防止假阳性 ,选出真正的阳性差异

序列 。

6　小结
自 DDRT - PCR技术创立以来 ,人们在技术的

发展与应用等方面进行了深入的研究和探索 ,极大

地提高了该技术的分辨率和有效性 , 广泛应用于生

物医学[ 16 , 17] 、动植物遗传育种[ 18 , 19] 以及动物营养[ 20]

等领域。相信此项技术必然促进差异表达基因的鉴

别 、分离 、克隆及其分子机理等的研究。
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